
















第Ⅱ章 ピリジルアミノ化および NMR によるガラクトオリゴ糖（GOS）
　　　　   の構造決定  
2.1 緒言 
2.2 ガラクトオリゴ糖（Oligomate 50）の構造決定 





2.3 オリゴ糖 pyridylamino 誘導体化の改良と最適化 














2.5.2 Gal1-4 結合を主な成分とする GOS の開発 






























2.7.1 第二世代 GOS オリゴメイト 55 の開発





































第Ｉ章 緒 論 



































Gal 1-6Gal 1-4Glc（6'- GL） 
Gal 1-4Gal 1-4Glc（4'-GL） 
Gal 1-3Gal 1-4Glc（3’-GL） 
また、GOS はヨーグルトなど、乳の発酵の過程で乳酸菌やビフィズス菌のβ-
gal により、乳糖から生成することも明らかになっている 21）。 
GOS の主要構成糖鎖である GL は乳糖を、乳糖分解酵素で加水分解する際に
副生成物として得られることが古くから知られていたが、木幡らによりヒト母




GOS は乳糖から Gal 転移活性の高い β-gal による酵素合成法により比較的
容易に調製できるため、腸内常在細菌に対するプレバイオティクスとしての機









第∐章 ピリジルアミノ化およびNMRによるガラクトオリゴ糖（GOS）の  
構造決定 
2.1 緒 言 














第 II 章では、初めに、①Asp. oryzae 由来の-gal および Streptococcus 








トオリゴ糖の構造の解析について、 4’- galactosyllactose および Str. 






（Gal1-6 結合糖鎖を主な成分とする GOS の開発） 
2.2.1 緒言 










により考案された PA 誘導体化法 23)を、それまで検討されていなかった少糖類





 研究には乳糖に Asp. oryzae および Str. thermophillus 由来の -
galactosidase を作用させて得られたもので、ガラクトオリゴ糖を固形分の 50%






分析を目的としたサイズ排除(SEC) HPLC は Shodex KS-802 (昭和電工(株) 
8.0 mm X 30cm)カラムを用い、水を溶離液として、80℃、流速 0.5 ml/min で
行った。調製用クロマトグラフィーはBio Rad 社Bio-Gel P-2（44mm X 90cm）
オープンカラムシステムを用い、水を溶離液として 60℃で流速 50 ml/hr.で行
った。 
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(3) PA 化糖の調製 
PA 誘導体の調製法は近藤らの方法 24,25)を改変して行った。糖（20 mg, 約 10
～60 μmol）をガラスねじ口試験管（13 mm × 100 mm）にとり減圧乾固した。
残査に 100 μl のカップリング試薬（4.4 g の 2-アミノピリジンを 0.5 ml の酢
酸に溶解）を加え、試験管をテフロンライナー付きスクリューキャップで密閉
し、90℃で１時間加熱した。反応混合物に 100 μl の用時調製した還元試薬（390 
mg のボラン-ジメチルアミンコンプレックスを 2 ml の酢酸に溶解）を加え、再
び密閉し 80℃で 50 分加熱した。反応混合物から PA 化糖を電気透析法（詳細
は後述する）によって精製した。 
PA 化オリゴ糖の HPLC は Waters Model 600 型ポンプシステム、Model 
490 型多波長検出器を使用した。ピークの検出は 310nm で行い、クロマトグラ
ムは日立 D2500 型インテグレータにフロッピーディスクドライブシステムを
取り付けて記録した。 
カラムは、調製用に ODS STR-H Prep（20mm × 250mm、粒経 5μ、細孔径
120Å）を、分析用に ODS STR-H（4.6mm × 250mm、粒径 5 μ、細孔径 100Å
または 300Å）および μbondasphere ODS（ 3.9mm × 250mm、粒経 5μ、細
孔径 120Å）を使用した。  
溶離液には Takemoto らの単糖の分離の報告 26）を参考にし、クエン酸緩衝
液（0.2M pH4.0 から 5.7）を用いた。流速は、分析時は 0.5ml/min、調製時は
0.9ml/min であった。 溶離液の脱塩はマイクロアシライザー モデル S-1（旭
化成工業 株 製）電気透析装置で行った。 
(4) オリゴ糖の還元末端および単糖組成の決定 
還元末端は、分離精製した PA 化オリゴ糖の一部を 2M TFA で 100℃、1hr
加水分解し、得られた PA 化単糖の ODS-HPLC の保持時間を標準 Glc-PA およ
び Gal-PA との比較から決定した。糖組成は、還元末端の決定に用いた加水分
解物を再度 pyridylamino 化し、上と同様に HPLC で決定した。 
(5) PA 化オリゴ糖の分子吸光係数の決定 
精製 PA 化糖を 1M 酢酸に溶解し、310nm の吸光度を測定した。この溶液を
1.5M HCl で加水分解し、ガラクトース量を酵素法で求めた。PA 化糖のモル吸
光係数はこれらの値と構造決定によって得た分子中のガラクトースの数から計
算で求めた。 
(6) NMR の測定 
NMR スペクトルは重水溶液として日本電子 JEOL GX-400 型および
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Alpha400 型装置を用いて測定した。化学シフト値はアセトンを内部基準とし
て δH 3.213 ppm 30℃、δH 3.216 ppm 60℃、δC 30.5 ppm で表示した。分離
成分の glycosyl 結合の位置は 13C-NMR スペクトルの低磁場シフト信号を帰属
して決定した。すなわち 6 位メチレン炭素は DEPT 法で、2 位から 4 位のメチ
ン炭素は76 ppm以下82 ppmまでに観察された低磁場シフト信号をCH-COSY
または HSQC により 1H-NMR との相関を求め、必要に応じて HH-COSY、
Relayed-COSY26)および NOE 差スペクトル法を併用して帰属した。 
(7) 分子量の測定 
JEOL DX-102 型質量分析計を使用した。分取 HPLC で分離精製したオリゴ





ガラクトオリゴ糖は、2 糖、3 糖、4 糖および 5 糖以上の転移ガラクトオリゴ
糖（TOS）の異性体の混合物であることが知られている 8,9)。そこで、まず各成
分の分離を容易にするために、試料ガラクトオリゴ糖を Bio-Gel P-2 ゲルクロ
マトグラフィーによって糖鎖長で分画し、5 つのピークを得た（Fig. 1)。保持
時間から F1 は単糖、F2～F5 の各分画はオリゴ糖と推定された。 
F1 は KS-802 分析用 GPC カラムを用いた HPLC で Glc と Gal の混合物と
同定された。F2～F5 の各分画は KS-802 分析用 GPC カラムを用いた HPLC
で異なる鎖長の混在がないことを確認したのち、マルトオリゴ糖の保持時間を
参考に糖鎖長を推定した 27)。ついで F2～F5 の各分画について PA 誘導体を調
製し、分取用 ODS-HPLC を用いて異性体を分離精製した。F2 分画から 6 種
（Fig. 2A）、F3 分画から 5 種（Fig. 2B）、F4 分画から 9 種（Fig.2C および Fig. 
2D）および F5 分画から１種の計 21 種のオリゴ糖成分を得た。分離が不十分
であったピークについては溶離液の pH を変えて再分取した。各成分は、GPC
の分画を示す F2、F3、F4、F5 のあとに、各分画毎に ODS-HPLC の溶出順に
-1,-2,---の番号を付けて示した。 
 ガラクトオリゴ糖中の 2 糖～4 糖および 5 糖以上のオリゴ糖の各含量は RI
検出器を用いた分析用 HPLC-GPC クロマトグラムのピーク面積から求めた。




Table 1 に示す。 




PA 化に伴い、還元アミノ化された糖鎖の NMR 信号を帰属することを目的
として、はじめに別途合成した Glc-PA、Gal-PA および乳糖の PA 誘導体の 1H-
および 13C-NMR 信号を詳細に帰属した（Table 2）。 
PA 化単糖は、還元アミノ化により開環した炭素鎖を HH-COSY および CH
（または HC）- COSY で容易に決定することができた。PA-グルコースの C-1
信号は、還元アミノ化に伴い δ44.6 に特徴的な高磁場シフト信号として観測さ
れた。6 位の信号は 63.11 ppm に観測され、遊離の Glc とほぼ同じケミカルシ
フトを示した。同様に Gal-PA の C-1 は 45.5 ppm に、C-6 は 64.0 ppm に観測
した。還元アミノ化に伴い C-2～C-5 の化学シフトは互いに近接していた。 
PA 化乳糖の C-4 信号は galactosyl 結合により δ80.2 ppm に低磁場シフト
し、還元末端 PA-Glc の化学シフトは-Gal-OMe とほぼ同様の化学シフト値を
示した。また PA 化乳糖の 13C-NMR スペクトル信号の化学シフト値はラクチ
トールの値と類似していた 28）。これらに基づいて 21 種の PA 化オリゴ糖の信
号を帰属した。 
 NMR による解析と併わせて HPLC による還元末端の確認を行った。F2-1 お
よび F2-3 の還元末端は Gal-PA であったが、他のすべての成分の還元末端は
Glc-PA であった。また還元末端以外の構成単糖はすべて Gal であった。これ
は、試料中のオリゴ糖がすべてガラクトース転移によって生成したもので、グ
ルコース転移反応は全く起こらなかったことを示している。 
(3) 2 糖 
主要成分である F2-2 は、その NMR スペクトルが別途乳糖から合成した PA
化ラクトースのスペクトルと一致したことから -Galp-(1-4)-Glc-PA(PA-
Lactose)と決定した。F2-6 は DEPT スペクトルによりメチレン信号の低磁場
シフト（δ71.6）を確認した。他の信号は PA ｰラクトースのケミカルシフトと
類似していた。71.6 ppm のメチレン炭素は CH- COSY スペクトルおよび DQF 
COSY スペクトルから Glc 6 位炭素の信号に帰属された。したがって F2-6 は
-Galp-(1-6)-Glc-PA(PA-Allolactose)と決定した。同様の方法で、F2-4 は
79.7ppm の Glc-PA 3 位の低磁場シフト信号から-Galp-(1-3)-Glc-PA であり、
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F2-5 は 81.0 ppm の Glc-PA 2 位の信号からβ-Galp-(1-2)-Glc-PA と決定した。 
F2-1 および F2-3 の 2 種は、前述のように加水分解物の ODS-HPLC により
還元末端が Gal であることが明らかになっている。C-H COSY、DQF-COSY お
よび Relayed-COSY スペクトル 29)で還元末端 Gal-PA の 13C 信号の帰属を行っ
た。F2-1 は還元末端ガラクトース残基の C-6 信号が低磁場シフト（δ72.0）信
号として帰属されたことから、この構造をβ-Galp-(1-6)-Gal-PA と決定した。F2-
3 は、PA-ガラクトースの C-3 位が低磁場シフト（δ78.9）したことから、この
構造をβ-Galp-(1-3)-Gal-PA と決定した。これらの構造を Table 2 に示した。 
(4) 3 糖 
分離精製された 5 種の糖は NMR スペクトルからすべて還元末端にグルコー
ス残基を有していた。これらの NMR スペクトル信号の帰属を Table 3 に示す。 
F3-3、F3-4、F3-5 は Glc-PA の信号として 80.0 ppm に 4 位 glycosyl 化炭
素、62.5 ppm に 6 位 free 2 級アルコールのメチレン、1 残基分の非還元末端
Gal として帰属される共通した信号を観測した。これらのオリゴ糖は 2 次元
CH-COSY を測定すると 4 位が glycosyl 化された PA-Glc に帰属される特徴的
なクロスピークが観察され、還元末端に乳糖の構造を有することが明らかであ
った(Fig. 3)。したがって、これらの 3 糖は 80.0 ppm の C-4（グルコース残基）
以外の glycosyl 化された低磁場シフト信号を帰属することによって構造を決定
できた。すなわち、F3-3、F3-4、F3-5 はそれぞれ、δ68.8 に C'-6、δ79.8 に C'-
4、δ82.5 に C'-3 のガラクトースの低磁場シフト信号を観測したことから、それ
らの構造を Table 4 のように決定した。 
一方、F3-1、F3-2 は 62.5 ppm の PA-Glc６位に帰属される信号が観察され
なかった。これらについては低磁場シフト信号を 2D CH-COSY または HMQC
と 1H DQF-COSY で帰属して構造を決定した。F3-1 は δ69.9 にグルコースの
C-6、δ79.1 に C-4 の低磁場シフト信号を観測したことから、この構造をβ-
Galp(1-4)-(β-Galp-1-6)-Glc-PAと決定した。分岐構造により生じた 2 残基の非
還元末端 Gal は C-5、C-3、C -2、C -4 位のケミカルシフトが非常に近い特徴
的な paired signals として観察された。F3-2 は C'-6 および C-6 信号の 2 本の
低磁場シフトメチレンを確認できたことから、その構造をβ-Galp (1-6) -β- Galp-
(1-6)-Glc-PA と決定した。 
直鎖状 3 糖の非還元末端 Gal の炭素信号は還元末端の PA 残基の影響を受け
ず、結合位置によらず、いずれもほぼ同一のケミカルシフトを示した。また直
鎖状 3 糖の 6 位メチレン炭素信号は、非還元末端および中間の Gal の 6 位炭素
信号が常に還元末端 Glc-PA の 6 位よりも高磁場に観察された。 
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(5) 4 糖 
9 種の糖はすべて還元末端にグルコース残基を有していた。13C NMR スペク
トルのケミカルシフトから、これらの 4 糖は還元末端部分に乳糖の構造を持っ
ていると推定された。 
F4-2 は低磁場シフト信号がそれぞれ 2 つのガラクトース C'-6 および C''-6
（δ68.8、68.9）および 80.2 ppm Glc-PA 4 位に帰属されたことから-Galp(1-
6)--Galp-(1-6)- - Galp-(1-4)-Glc-PA と決定した。F4-9 は低磁場シフト信号
が 2 つのガラクトースの C'-3、C''-3（両者共 δ82.3）および 80.2 ppm Glc-PA 
4 位に帰属されたことから、 -Galp(1-3)- -Galp-(1-3)- -Galp-(1-4)-Glc-PA
と決定した。これらの NMR スペクトル信号の帰属を Table 5 に、また決定し
た構造を Table 4 に示した。 
F4-3,-4 および-8 は 2 残基分の非還元末端 Gal の paired signals が認められ
た。F4-3 は還元末端 Glc の 4 位（71.4ppm）、6 位（79.4ppm）の信号に低磁
場シフトが見られたことから、その構造を-D-Galp(1-6)--Galp-(1-4)-（-
Galp-(1-6)-)Glc-PA と決定した。また F4-4 および F4-8 は 13C-NMR 信号の化
学シフト値から還元末端 Glc-PA は 4 位以外の炭素が glycosyl 化されていたこ
とから、これらの糖鎖は Gal'残基に分岐糖鎖を有すると考えられた。3 糖の 13C-
NMR スペクトルを参考に F4-4 および F4-8 を Table 5 のように決定した。 
F4-1､F4-5､F4-6､および F4-7 は paired signals が観測されず、非還元末端ガ
ラクトースが 1 残基であることから直鎖構造であることが明らかであった。 こ
れらの糖鎖は Gal 残基の低磁場シフト信号のケミカルシフトに差があることか
ら、非還元末端から２残基のグリコシル化結合の位置が異なっていることが明
らかであった。これらに対応する可能な 2 種の構造を Table 4 のように推定し
た。 
(6) 5 糖以上 
5 糖以上の成分はオリゴ糖構成成分としての量が少なかったため、主成分の
F5-1 についてのみ解析した。還元末端は乳糖の構造を有し、他の３個の Gal 残














Fig. 1  Fractionation of the original galacto-oligosaccharide 
sample by gel-permeation chromatography on a Bio-Gel P-2 
column. M1 and M2 to M6 indicate the elution positions of glucose 
and malto-di- to -hexa-saccharides, respectively 
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Fig. 2 Separation of PA-galacto-oligosaccharide components by HPLC 
on an ODS column. A，PA-disacchar- ides; B, PA-trisaccharides; 
C, PA-tetrasaccharides; D，rechromatography of the overlapped 
peak from C containing F4-4 and F4-5. The pH of the eluent was 




Component Content (%) 
Galactose 10.1 
Glucose 27.1 
Disaccharide F2-1 2.4 
F2-2 8.3 




Trisaccharide F3-1 1.8 
F3-2 2.4 




Tetrasaccharide F4-1 0.2 
F4-2 3.7 








Pentasaccharide(1.8) F5-1 0.4 
others 1.4 
Hexasaccharide(0.4) 0.4 








C1 C2 C3 C4 C5 C6 residue 
Glc-PA 44.7 71.6 70.8 72.0 71.7 63.1 
Gal-PA 45.5 (70.7 71.1) 69.3 71.1 64.0 
Lac-PA 103.3 71.4 72.9 68.9 75.4 61.2 Galp 
44.7 70.7 70.5 79.7 71.4 62.4 4)GlcPA 
F2-1 Gal 103.7 71.2 73.1 69.0 75.4 61.3 Galp 
45.0 69.0 70.5 70.3 69.3 72.0 6)GalPA 
F2-2 Glc 103.4 71.5 73.0 68.9 75.3 61.1 Galp 
44.6 70.7 71.9 80.2 70.9 62.5 4)Glc-PA 
F2-3 Gal 104.3 71.6 73.0 68.9 75.4 61.3 Galp 
44.7 69.6 78.9 70.0 70.1 63.3 3)GalPA 
F2-4 Glc 104.2 71.7 73.1 71.1 71.2 63.2 Galp 
44.3 71.6 79.7 71.1 71.2 63.2 3)GlcPA 
F2-5 Gcl 104.0 71.5 73.0 68.9 75.4 61.4 Galp 
44.7 81.0 70.3 (71.5 70.8) 63.2 2)GlcPA 
F2-6 Glc 103.8 71.3 73.1 69.0 75.4 61.3 Galp 
44.7 71.5 70.7 70.5 71.8 71.6 6)GlcPA 
Underline indicates signals shifted downfield. 
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Table 3  13C NMR Chemical Shifts for PA-trisaccharides
Reducing 
end 
C1 C2 C3 C4 C5 C6 residue 
F3-1 Glc 103.3 70.9 72.8 68.6 75.2 61.1 Galp 
103.0 71.2 72.7 68.8 75.0 60.8 Galp 
44.3 70.6 70.3 79.1 70.3 69.9 6,4)Glc-PA 
F3-2 Glc 103.6 71.7 72.9 68.9 75.3 61.2 Galp 
103.4 70.6 72.8 68.9 74.0 69.1 6)Galp 
44.4 71.4 71.0 70.4 71.0 71.8 6)Glc-PA 
F3-3 Glc 103.7 71.0 73.0 68.7 75.2 61.1 Galp 
103.1 71.4 72.8 68.8 73.8 68.8 6)Galp 
44.6 70.8 71.8 79.9 71.0 62.4 4)GlcPA 
F3-4 Glc 104.7 71.9 73.4 69.0 75.4 61.3 Galp 
103.2 71.9 73.3 77.8 74.7 60.9 4)Galp 
44.9 70.4 71.9 79.8 71.0 62.5 4)GlcPA 
F3-5 Glc 104.4 71.3 72.8 68.9 75.3 61.2 Galp 
103.0 71.7 82.2 68.5 74.9 60.9 3)Galp 
44.5 70.8 70.5 80.4 70.5 62.4 4)GlcPA 
Underline indicates signals shifted downfield. 
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F3-1 -Galp (14) - (Galp- (16) )-Glc-PA 
F3-2 -Galp (16) -Galp- (16)-Glc-PA 
F3-3 -Galp (16) -Galp- (14)-Glc-PA 
F3-4 -Galp (14) -Galp- (14)-Glc-PA 
F3-5 -Galp (13) -Galp- (14)-Glc-PA 
F4-1 -Galp (14) - -Galp- (16) -Galp- (14) -Glc-PA 
or -Galp-(16)--Galp-(14)--Galp-(14)-GlcPA 
F4-2 -Galp (16) -Galp (16) --Galp (14) -Glc-PA 
F4-3 -Galp (16) -Galp (14) --Galp (16) -Glc-PA 
F4-4 -Galp (16)- (-Galp (13) -)-Galp (14) -Glc-PA 
F4-5 -Galp (16) --Galp (14) - -Galp (14)-GlcPA 
or Galp (14)Galp (16) --Galp (14) -Glc-PA 
F4-6 -Galp (16) - -Galp (13) --Galp (14)-Glc-PA 
or Galp (13) -Galp (16) --Galp (14)-Glc-PA 
F4-7 -Galp (13) - -Galp (16)--Galp (14)-Glc-PA 
or Galp(16) - -Galp (13)--Galp (14)-Glc-PA 
F4-8 -Galp (16) -Galp (14) - -Galp (14)-Glc-PA 
F4-9 -Galp (16) - -Galp (16)--Galp(13) -Glc-PA 
F5-1 -Galp(16)--Galp(16)-Galp(16)--Galp(14)-Glc-PA 
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Table 5  13C NMR Chemical Shifts for PA-derivatives of tetrasaccharides
reducing 
end unit C1 C2 C3 C4 C5 C6 
F4-1 Glc 104.5 61.3 Galp 
78.0 61.1 4)Galp 
74.0 Galp 
44.7 71.1 71.1 62.5 4)GlcPA 
F4-2 Glc 103.8 73.2 69.0 75.4 61.3 Galp 
103.6 70.9 72.9 69.1 74.0 68.9 6)Galp 
103.2 70.9 72.9 69.1 73.9 68.8 6)Galp 
44.6 71.0 80.1 71.0 62.5 4)GlcPA 
F4-3 Glc 103.7 73.0 75.4 61.3 Galp 
103.5 73.0 61.2 Galp 
103.1 72.9 73.8 6)-Galp- 
44.6 71.1 79.4 71.1 6,4)Glc-PA 
F4-4 104.3 Galp 
103.8 Galp 
103.1 82.3 69.4 74.1 68.6 6,3)--Galp- 
44.6 71.5 71.1 80.0 71.1 62.5 4)Glc-PA 
F4-5 Glc 104.6 73.1 69.0 75.4 61.3 Galp 
103.7 73.1 69.0 69.5 6)--Galp- 
103.3 73.4 77.6 60.7 6)--Galp- 
44.6 80.2 62.5 4)Glc-PA 
F4-6 Glc 104.5 68.9 61.3 Galp 
103.7 68.9 73.6 68.6 6)--Galp- 
102.9 82.1 69.0 61.2 3)--Galp- 
44.6 71.5 71.1 80.0 71.1 62.5 4)Glc-PA 
F4-7 Glc 104.5 75.4 Galp 
103.6 82.5 3)--Galp- 
103.2 68.6 6)--Galp- 
44.7 71.4 80.0 71.4 62.5 4)Glc-PA 
F4-8 Glc 104.6 75.4 60.8 Galp 
103.6 61.3 Galp 
103.2 77.4 6,4)--Galp- 
44.6 79.9 62.5 4)Glc-PA 
F4-9 Glc 104.4 73.0 Galp 
104.2 82.3 3)Galp 
103.1 82.3 3)Galp 
44.6 70.6 80.2 70.6 62.5 4)Glc-PA 
17
Fig. 3 Partial two-dimensional CH-COSY spectra of PA-lactitol and three PA-
galacto-oligosaccharides, F2-6, F3-3, and F3-4. The enclosed areas 
show the signals characteristic of the PA-lactitol structure. 
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2.3 オリゴ糖 pyridylamino 誘導体化の改良と最適化 





















倍、100 倍、500 倍、1000 倍として誘導体化を行い、誘導体化生成物の収量を
比較した。その結果、試薬を 50 倍 mol 以上使用すると、糖鎖長によらず定量





用し、陽極槽、 陰極槽には、電極液として、0.5％硝酸 Na 溶液、次いで、蒸留
水を循環した。 
0.1～100μmol の糖鎖のスケールで前記の pyridylamino 化反応を行い、反応
後、蒸留水を加えて正確に 6mL に希釈し、電気透析工程に付した。電極間に流
れる電流の変化を指標として、電流が 0.02A または 0.00A になるまでサンプル
19
液を循環した。さらに、反応試薬をほぼ完全に除くために、徹底脱塩処理を行
う場合は、0.00A になってから、さらに 10 分もしくは 20 分、前処理操作を行
った。 
電流値が 0.00A になってからの脱塩時間ごとの PA 化糖鎖の回収率を求めた
結果を Fig. 5 に示した。徹底脱塩処理の透析時間が 40 分を超えると、単糖お
よび 2 糖は回収率の低下がみられた。 
これらの結果をもとに、反応試薬の mol 比は 50 倍以上として、脱塩装置に
よる電流値が 0.00A 以降の徹底脱塩処理を 20 分と設定した。構築した PA 誘










































































































































































































































































































































































































6'- GL を 3)、 A.S.R. Donald らは同様に母乳から 3’-GL を 31)、また Messer お
よび浦島らは種々の動物の初乳から 3’-GL や 6'- GL を分離同定している 4)。さ




























 HPLC装置は、Waters社 590E pump system、490型UV検出器、島村計器社 





































 前述のオリゴ糖画分から KS-802 カラムを用いた GPC-HPLC により3糖画








































(6-GL:peak-4a) およびGalβ1-6Galβ1-6Glc (peak-4b) 35)の存在が推定された。こ
れらの成分を含めて、分析した各試料の中性３糖のオリゴ糖組成をTable 9 に示
した。 





















































（PA）誘導体化して ODS-HPLC でオリゴ糖の量と種類を解析した。PA 誘導
β
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ppeak-2 (a and b)
peak-1
peak-4 (c and 
peak-3








Fig. 8   HPLC profiles of PA-trisaccharides from commercial cow's milk(A), 
skim milk powder(B), bovine colostrum skim milk powder (C) and 
standard PA-galactosyllactose(D). Shimadzu STR-ODS H-300A 
column was used with 0.2M Na citrate buffer pH4.5 at a flow late 
























































































































































































































































































Table 7  1H NMR Chemical shifts and assignments of PA-





1 2a 2b 3 
-Galp(ext.) 
H-1 4.53 4.53 5.14 4.61 
H-3 3.80 3.68 
H-4 3.91 3.91 4.06 3.92 
-Galp(int.) 
H-1 4.57 4.58 4.57 
H-3 3.65 4.19 3.82 
H-4 3.97 4.17 4.16 4.16 
1 : Gal1→6)Gal(1→4)Glc-PA 
2a : Gal(1→4)Gal(1→4)Glc-PA 
2b : Gal(1→3)Gal(1→4)Glc-PA 








































































































































































































































































































































































































Fig. 9 Spectra of peak-3 (Galp1-3Galp1-4Glc-PA) and peak-2b (Galp1-
3Galp1-4Glc-PA) isolated from skim milk powder. These spectra 
were obtained in D2O at 400MHz with a JEOL -400 NMR 












































































































































































































































































































































































































































































































































































が重要な因子であることを見いだした。すなわち、3 糖以上の PA 化オリゴ糖の




















circulans 由来-gal（ビオラクタ®）を用いて調製した GOS の市場への導入お
よび、製造法の切り替えを行った。ビオラクタは Asp. oryzae に比べて乳糖の転
移率が高く、同酵素を単独で用いても、対乳糖収率は 50%を容易に超えること
が可能であった（Fig.10、Fig.11）。 




を主な成分とする Gal1-4 結合を主体とする GOS（オリゴメイト 55®）で、構
造解析の結果、還元末端が乳糖の構造だけでなく、乳糖の異性体である Gal1-
3GlcやGal1-2GlcにGalが転移したGOSを含むことが明らかになった（Fig.12、
Fig.13）。分離精製した主要成分の PA 誘導体の 13C-NMR スペクトルを Fig.14
に示した。 
ヒトに対する生理機能は、オリゴメイト 50 とほぼ同様であること 36）が確認
され、オリゴメイト 55 はオリゴメイト 50 と同様に、熱および酸に対する安定
性が高く、種々の食品中に添加しても安定で、加工特性も優れていることが確認
されたことから、オリゴメイト 50 に代わる GOS として、特定保健用食品の表
示許可を取得した。 
 しかし、このオリゴメイト 55 についても、ごく少数の症例ではあるが、後述
のようにアレルギー症状が報告された。アレルギーを発症した患者は、オリゴメ





源の異なる Sporobolomices singularis 由来の-gal に変更して Gal1-4 結合を
主体とする GOS（オリゴメイト 55N®）を開発した。 
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2.5.3 Gal1-3 結合を主な成分とする GOS の開発 
 筆者らは先に、市販の牛乳中に 3’-GL が存在することを報告したが、その後、
発酵乳中には原料の牛乳に比べ 10～100 倍量の 3’-GL が存在することを見いだ
し報告した。この発見のきっかけは、Asp. orizae由来-galと Str. thermophillus
由来-gal を併用して調製されるオリゴメイト 50 の開発に際して、Str. 
thermophillus 由来-gal の乳糖転移反応の性質の解析に、PA 化と ODS-HPLC
の技術を応用したことによる。Fig.15 には Str. thermophillus 由来-gal の乳糖
転移反応の生成物の経時的な変化を HPLC のクロマトグラムで示した。Str. 
thermophillus 由来-gal は、従来 Gal の転移は乳糖の非還元末端 Gal の 6 位
に生じ 6’-GL が生成すると報告されていたが、筆者らが、反応の経時的変化を
追跡したところ、本酵素は乳糖の非還元末端 Gal の 3 位に結合で高度に特異的
に Gal を転移することが明らかになった。そこで、6’-GL、4’-GL、3’-GL を基質
として加水分解反応の相対反応速度を求めた（Table 11）。その結果は予想外で、
主な転移生成物である 6’-GL の分解速度は極めて遅く、3’-GL の約 40 分の 1 で




























種々の -gal について GL の PA 誘導体に対する加水分解反応の特性について検
討した（Table 10）。 
本章では、ガラクトオリゴ糖の調製に用いられた４種の -gal と E. coli 由来

























Aspergillus oryzae ヤクルト薬品工業 A 
Bacillus circulans 大和化成 B 
Escherichia coli Boehringer mannheim C 
Kluyveromyces lactis 生化学工業 D 
Streptococcus thermophilus 培養菌体破砕液 E 
緩衝液 
A クエン酸・リン酸塩（McIlvane）緩衝液（pH5.0） 
B 10mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH6.0） 
C 10mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH7.4） 
D 100mM リン酸カリウム緩衝液（pH6.5）+ 0.02mM MnSO4 
E 30mM リン酸カリウム緩衝液（pH7.2）+ 0.4mM MgCl2 
(2) 基質の調製 
転移２糖類 
B. circulans 由来の β -gal を用いて異なる反応条件（過剰酵素量を使用した反




(3) Galactosyl-lactosePA 誘導体基質の調製 
4’-GL は Cup-origo P（日新製糖）から分離精製した。 3’-GL は Str. 
thermophilus 由来 β -gal を用いて調製したガラクトオリゴ糖の 3 糖画分から分
離精製した。6’-GL は Asp. oryzae 由来 β -gal を用いて調製したガラクトオリゴ
糖TOS-Pの 3糖画分から分離精製。各 GLは常法に従い PA誘導体化した後に、
水溶液の吸光度を基にして各オリゴ糖の濃度がほぼ同一になるように混合して
使用した。 
(4) 乳糖に対する Km 値の測定 
37℃に予温した 10～300 mM の乳糖溶液各 1ml に酵素液 0.2ml を加え加水
分解反応を行い 、10 分間インキュベ－トした後に 1.5N 水酸化ナトリウム 
0.2ml を加え反応を停止させた。この液を 5 分間放置した後に氷冷し、ついで 
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1.5N 塩酸 0.2ml を加えて中和後、反応液中の Glc および Gal をベーリンガー
マンハイム（株）Ｆキット（Glc、Gal）を用いて定量した。濃度の異なる基質に
対する分解反応速度を求め、常法に従い、縦軸に 1/V、横軸に 1/S を plot し、
得られた直線式から Michaelis cnstant（Km)を算出した。 
(5) 乳糖異性体に対する相対反応速度の測定 
 乳糖および転移２糖各 200M と内部基準物質としてマルトースを含む基質
50l に緩衝液 100l、酵素 50l を加えてインキュベートし、30 分、1 時間、3
時間反応後に沸騰水浴中で 15 分間加熱して反応を停止させた。この反応液を常
法に従い PA 誘導体化した。TSK gelα2500 カラムにより過剰の反応試薬を精




(6) Galactosyl-lactose PA 誘導体に対する相対反応速度の測定 
 3’-GL、4’-GL、6’-GL の PA 誘導体を各 200M および内部基準としてマルト
トリオース PA 誘導体を含む基質 50l に、緩衝液 100l、乳糖力価を基に希釈
した酵素液 50l を加えてインキュベートし、30 分、1時間、3時間、24時間後




PA 試薬の除去（遊離２糖の PA 化後） 
Column TSK gel α2500 7.8 X 300mm 
Solvent 20mM 酢酸アンモニウム緩衝液（pH4.0） 
Flow rate 0.8ml/min 
Column temp 50℃ 
Sample size 50l 
転移２糖の測定 
Column STR ODS-H P  4.6 X 250mm 
Solvent 0.2M クエン酸緩衝液（pH5.7） 
Flow rate 0.7ml/min 
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Column temp 25℃ 
Sample size 20µl 
3 糖の測定 
Column STR ODS-H 300A  4.6 X 250mm 
Solvent 0.2M クエン酸緩衝液（pH4.5） 
Flow rate 0.5ml/min 
Column temp 25℃ 
Sample size 20µl 
結果と考察 
(1) 乳糖に対する Km 値 
乳糖転移反応の最大オリゴ糖収率と基質乳糖に対する親和性の関連を評価す
る目的で、ヤクルト薬品工業社でオリゴ糖の生産に用いた実績のある 4 種の β -
gal と E. coli について乳糖に対する Km 値を実測した。得られた結果を文献に
記載されている乳糖転移反応の最大オリゴ糖収量と比較して Table 11 に示した。 
乳糖転移反応において高いオリゴ糖収率を示す B. circulans TypeII および 
Asp. oryzae 由来の β -gal のＫｍはそれぞれ 55mM、117mM であった。一方、
Str. thrmophilus は比較的高いオリゴ糖収率が得られるが Km 値は 1.3mM で
最も小さな値であった。得られた結果は、糖転移反応の収率の高い酵素が必ずし
も乳糖に対する大きな親和性を示さず、両者に相関は認められなかった。また B. 
circulans については、乳糖転移反応の主な生成物である 4’-GL に対する Km を
測定したところ乳糖とほぼ同じ 58mM であった。両者の Km 値がほぼ同一であ
ることから、転移反応によって生じた 4’-GL は乳糖と同様に、Gal の供与体と
して反応に関与していることが強く示唆された。 
(2) 乳糖異性体（転移二糖）の相対加水分解速度 
乳糖転移反応においては、反応の経過と共に遊離の Glc が生成し、この Glc へ
の Gal 転移反応によって転移 2 糖が生成することが知られている。特に、オリ
ゴメイトにおいては転移 2 糖が難消化性である 40）ことによりオリゴ糖成分とし
て評価していることから、転移 2 糖が生成する条件を積極的に利用して生産さ






解速度の比較を行った。相対分解速度の結果を Table 12 に示した。 
乳糖力価で換算すると E. coli および Asp. oryzae による転移２糖の分解速度
は他の酵素に比べて 10 から 20 倍早かった。B. circulans Type II 酵素は乳糖を
最も速く分解し、Galβ1-6Glc の分解速度は乳糖の約 1/50 で著しく遅かった。そ
の他の酵素の相対分解速度はいずれも乳糖に対して 1/4 から 8 倍程度で、同一
酵素内では B. circulans の Galβ1-6Glc の場合を除き、最大で 8 倍程度の違い
であった。Gal の結合位置と分解速度の関係は酵素により異なり、Asp. oryzae
の場合を除いて、その酵素により生成する転移 2 糖の組成と相関していた。
β -gal による galactosyl-lactose の相対加水分解速度の比較 
B. circulans、Str. thermophilus、E. coli 由来の 種の β -gal は、乳糖転移反
応において Gal の転移位置に比較的高い特異性が見られたことから、Galβ-Gal
結合の位置が異なる GL に対する加水分解反応の速度を測定した。得られた結





い。３種の GL は非還元末端 Gal 残基の結合位置のみが異なる異性体であるこ
とからこれらの酵素の基質の認識が極めて厳密であることが推察された。 
糖転移生成物の経時的な解析は β -gal の反応特性の違いを理解する上で重要













Fig. 10 B.?circulans 由来 β-gal による β1-4 系オリゴ糖の構成比の推移
44















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































2.7.1 第二世代 GOS オリゴメイト 55 の開発 
(1) 乳糖分解酵素ビオラクタ®で調製されたオリゴ糖中に見いだされたアレル
ギー原因糖鎖の構造決定












新たな GOS の開発に着手した。 































速な定量技術の開発を行い、安全性の高い GOS の生産に繋げることが出来た。 













乳糖の骨格を有し、分子中に Gal-1-4Gal 結合と Gal-1-6Gal 結合を有すること
が分かった。そこで-1-4 結合に特異性の高い exo-β-gal による位置特異的な切断
を行ったところ、Galβ1-4(Galβ1-6)Glc（6-GL）および乳糖が生成した。 
そこで、推定された構造を確認する目的で、当時市販品されていた 6-GL を入
手し、同試薬を用いて、Gal 供与体として o-Nitrophenol -Gal、ビオラクタより
調製した精製酵素を用いて 4 糖を酵素合成した。主な生成物として 2 種の異性
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酵素合成および HPLC により調製した標品を、各種 NMR スペクトルにより解
析し、その構造を Fig.20 のように決定した。 
GOS 製造時の 4P-X の生成経路を推定する目的で、ビオラクタによる乳糖転
移反応生成物の経時的な解析を実施したところ、本酵素は、非還元末端 Gal に





った。すなわちビオラクタの場合は、乳糖に対しては非還元末端 Gal の 4 位に
Gal が転移した 4’-GL を主に生成するが、この反応により生じた遊離の Glc に
対しても、遅い速度ではあるが Gal が転移した生成物が得られる。強い条件で
は、微量の Gal 転移生成物が蓄積し、4P-X の生成に繋がると考えられた。 
2.7.2 アレルギー原因糖鎖を生成しない新規な GOS（Oligomate 55N）の開発 
特定保健用食品は、機能性が明確であることは必要条件であるが、併せて、安
全性が高く、目的とする機能以外にはヒトの体に負担を掛けるような要素がな
いことが望まれる。そうした点を考慮して、第 3 世代の GOS の開発を行った。 
前述の、職業病の患者に対するアレルギー反応と、第 2 世代 GOS（OM55）
でみられた沖縄地域におけるアレルギー事例を詳細に解析し、アレルギーの原
因となる構造の糖鎖を生成しない GOS の開発目標とした。 
これまでの分離精製と構造解析の技術を応用して、幅広い範囲で種々の β-gal
をスクリーニングした。その結果、松本らにより既にオリゴ糖の生成が確認され










差異等を考慮して、2 種の β-gal を用いた 2 段階転移反応の技術を用いて GOS
を調製することで 6’-GL 等含むオリゴ糖の生産技術を構築した。 









体化と HPLC の条件を検討した。PA の代わりに 2-aminobenzoic acid 誘導体






0 20 40 60 80 100 120 140min 
4 糖 
Fig. 16  GOS の Bio-gel P2 オープンカラム（5φ×90cm）に
よるクロマトグラム 
Eluent : H2O, Flow rate : 1.0mL/min. 
Detector : RI 検出器 
0 10 20 30 40 50 60 70min 
4’’4’-GL 
Fig. 17  GOS 4 糖画分の Shimadzu STR-ODS-II による
HPLC クロマトグラム (HPLC-1) 
Eluent : 0.1%TFA, Flow rate : 0.8mL/min. 
Detector : UV 検出器（310nm） 
0 10 20 30 40 50 60 70min 
4P-X 
Fig. 18  4’’4’-GL 画分の Shimadzu STR-ODS-II による HPLC
クロマトグラム (HPLC-2) 
Eluent : 0.2M クエン酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）, 
Flow rate : 0.8mL/min.,  
Detector : UV 検出器（310nm） 
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Fig. 19  精製ビオラクタより 6-GL と o-Nitrophenol –Gal から生成 














Fig. 20 B. circulans 起源乳糖分解酵素ビオラクタにより調製 
された GOS のアレルギー原因物質 4P-X の構造 
Gal1-4[Gal1-4Gal1-6]Glc (4P-X) 
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Fig. 21 Oligomate 50、Oligomate 55N、ヨーロッパ企業製 GOS A 


































































Fig. 22   ビオラクタで調製された GOS 4 糖のアレルギー原因糖鎖


























































































































































結合グルコビオ－ス類 種、乳糖、 アセチルグルコサミン（ ）、 ア





また、GlcNAc、GalNAc は SIGMA 社の特級試薬を、LacNAc は生化学工業
株 の試薬特級を使用した。 
(2) オリゴ糖 PA 誘導体の調整 
PA 誘導体の調製は以下の通りに行った。すなわち上記 8 種の α結合および
β結合グルコビオースまたは GlcNAc、GalNAc、LacNAc の 1%水溶液を調製
し、各糖鎖 0.4mg 相当を単独または混合して、既報[1]に従い PA 誘導体を調製
した。PA 誘導体化反応後の糖鎖試料は、A120-10 型カートリッジを装着したサ
ンアクティス社製マイクロアシライザーS1 型を用いて電気伝導度が 450μS に
なるまで常法に従い脱塩後、試料を濃縮し、10mM 酢酸アンモニウム緩衝液（pH 
4.0）を溶離液とする TSK gel α 2500 カラムを用いた HPLC で目的の糖質画分
を分取精製し、残存している過剰の PA 試薬および目的糖質以外の成分を除いて
精製した。 
得られた各 PA 化目的糖質画分は、0.2M クエン酸緩衝液（pH 5.7）溶離液と
して島津テクノリサーチ社製 Shimadzu STR-ODS カラムを用いた HPLC で
単一ピークを与えることを確認し、不純物が確認された際には主成分を分取し






System 1：サイズ排除(SEC)-HPLC は以下のシステムを使用した。 
日本分光株式会社 Jasco PU-980 型ポンプシステム、昭和電工社 Shodex 
RI-410 型示差屈折検出器、YRD-880 示差屈折検出器（分取用に検出セル後の配
管を改造したもの）、Beckman 社製 Gold データ処理システムまたは Waters 社
Empower 2 データ処理システム 
（HPLC 条件） 
Column TSK gel α2500 7.8 X 300mm 
Column Temp 50℃ 
Solvent 10mM 酢酸アンモニウム緩衝液（pH 4.0 or 6.0） 
Flow rate 0.8ml/min 
Detector UV 検出器 波長 310nm 
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System 2：ODS-HPLC は以下のシステムを適宜使用した。 
日本分光株式会社 Jasco PU-980 ポンプシステム、Jasco UV-970 型 UV 検出
器、または Waters 社 Millennium2 HPLCsystem、Waters 社 474 型蛍光検
出器、Waters 社 Empower 2 データ処理システムを使用した。 
（ODS-HPLC 条件-1） 
Column STR-ODS-Ⅱ  4.6 X 250mm 
Column Temp 25℃ 
Solvent 0.2M クエン酸緩衝液（pH 4.5、5.0、5.7） 
Flow rate 0.7ml/min 
Detector UV 検出器 波長 310nm 
蛍光検出器 Waters 474  Ex; 310nm Em; 385nm 
System 3：分取 HPLC は以下のシステムを使用した。 





Column STR-ODS-H 10 X 250mm 
Column Temp 25℃ 
Solvent 10mM 酢酸緩衝液（pH6.0） 
Flow rate 2.5ml/min 
Detector UV 検出器 波長 310nm 
(4) 1H-NMR の測定 




(5) PA 化糖鎖のモル吸光係数（Ε ）の測定 
モル吸光係数の測定は既報 52)と同様の方法で行った。すなわち、グルコビオ
ース 8 種について、各 5mg 相当を PA 誘導体化後、分取精製した。得られた各
精製 PA 化糖の 1M 酢酸溶液を調製して 310nm の吸光度を測定した。次に、吸
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光度を測定した PA 誘導体化試料溶液の一部を最終濃度 1.5M の HCl で、沸騰
水浴中 90 分間加熱加水分解し、1.5M NaOH により中和後、ベーリンガー・マ
ンハイム社製 Glc 測定用 F キットを用いて、非還元末端から遊離した遊離の Glc
を定量して溶液中のオリゴ糖の濃度を求めた。得られた溶液の濃度と吸光度か
らモル吸光係数を算出した。 
(6) PA 化糖鎖の蛍光スペクトルの測定 
モル吸光係数を測定した各試料をさらに正確に 10 倍希釈して、日立分光蛍光
光度計 RF-5300PC 型を用いて蛍光強度（Ex 310nm、Em 385nm）と 400nm
の蛍光励起スペクトルおよび励起波長 310nm における 220～600nm の蛍光ス
ペクトルを測定した。 
(7) PA 化グルコビオースの定性・定量性分析 
8 種のグルコビオースの PA 誘導体による定量性を確認する目的で、 α結合 2
糖にはセロビオース（β1-4）を、β結合 2 糖にはマルトース（α1-4）を各 1mg を
内部基準物質として添加して、0.02～2mg 相当の糖を PA 誘導体化した際の検
量線を作成した。 
(8) UV 検出器と蛍光検出器によるピーク面積強度の測定 
内部基準としたマルトース（α1-4）を含んだ α結合 4 種および β結合グルコ
ビオ－ス 3 種の各 1mg 溶液を調製し、上記と同様に PA 誘導体を調製し SEC-









種と合わせ内部標準を添加して PA 誘導体を調製した。 
3.3 結果と考察 
(1) グルコースビオース類のモル吸光係数の測定 







定後試料を 1.5M Hcl で加水分解し、中和後、Glc 測定用酵素キットを用いて非
還元末端由来 Glc 量を正確に測定して、1M 酢酸溶液のモル吸光係数（Ε）を求
めた。得られた Εの値を Table 14 に示した。 
Εが他の糖鎖より高かったソホロース（β1-2）については同一試験を繰り返し
て実施し、Εが平均 7440 で、他の 7 種の糖鎖に比べ明らかに高い値を示すこと
を確認した。 
8 種のグルコビオースの Ε の平均値は 6860±239 で、約 3.5％の狭い範囲の違
いであった。 
このことを確認する目的で、同一濃度の 8 種のグルコビオース PA 誘導体の
UV310nm 検出による ODS-HPLC クロマトグラムと各ピークの面積比を Fig. 
24、Fig. 25 に示した。0.2M クエン酸緩衝液の pH を 5.0 とした溶離液とする
ことで、すべてのピークが相互に分離する良好な分離条件が得られた。各オリゴ
糖のピーク面積は、内部標準に設定したセロビオースに対して、 α 結合および





(2) グルコビオース PA 誘導体化反応の収率の検討 
0.4mg のセロビオース（β1-4）を内部基準として用いて、α 結合および β 結
合グルコビオース 8 種各 0.4mg を同一モル濃度となるように調製した試料を
PA 誘導体化し、常法により精製後、逆相 HPLC で分析した。セロビオース（β1-
4）を基準とした相対ピ－ク面積比はほぼ 1 であった。 
しかし、使用した市販試薬のグルコビオース類には不純物を含むものが多く、
特にイソマルトース（α1-6）、セロビオース（β1-4）は PA 誘導体の逆相 HPLC
において、不純物と思われる比較的大きなピークが検出された。一方、これらを












トルおよび蛍光スペクトルを例として、Fig. 25 に示した。試験に用いた 8 種の
PA 化 2 糖類の蛍光スペクトルの波形は、ほぼ完全に一致した。 
一方、同一条件下で測定した単位モル濃度当たりに換算した蛍光強度は、α結
合グルコビオースは平均 1.89×107（バンド幅 3nm）であったのに対し、 β 結合





を、UV 検出器の値に対する蛍光検出器の値として比較した（Table 15）。 
マルトースを基準とする UV検出に対する蛍光検出値の相対値を比較すると、
PA 化 α 結合グルコビオースは、コージビオ－ス（ α1-2）が 1.4 倍とやや高め
であった。これに対し PA 化β結合グルコビオースはソホロース（β1-2）が 2.2




倍高めの値であることを先に示したが、UV と蛍光検出器を用いた HPLC の測
定により、PA 化糖鎖の還元末端の構造の違いは検出感度に大きな差を与えるこ
とが明らかになった。 




出器を直列に接続した HPLC を用いて、それらの違いを UV 検出と蛍光検出の
ピーク強度の差として実測し、比較検討した。 
分析には、内部基準としたマルトース（α1-4）とラミナリビオース（β1-3）の
分離を考慮して、溶離液のクエン酸緩衝液の pH を 5.7 として測定した。この条
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件では、 β 結合グルコビオースは、セロビオース（β 1-4）とゲンチオビオース
（β1-6）の溶出時間が重なるため、試料の組み合わせを変えて 2 種類調製した。
β結合のグルコビオースのうち、ソホロース（β1-2）、ラミナリビオース（β1-3）、




ら、還元末端 Glc の 2 位水酸基が置換された際の影響を知る目的で、生体試料
や各種乳中に見られる糖鎖（ミルクオリゴ糖）の還元末端の構造として知られて
いる、GlcNAc、GalNAc および LacNAc について同様の検討を行った。得られ
た結果を Table 16 に示した。試薬は重量で統一したので、溶液中のモル濃度に
差がある点に注意されたい。 
内部基準にはマルトース（α1-4）を用い、マルトースに対する UV および蛍光
強度を測定した。その結果、GlcNAc および GalNAc はほぼ 1.4 倍、LacNAc は
1.9 倍、蛍光感度が高い結果を得た 53)。 














主要な成分の 2-PA 誘導体はいずれもモル吸光係数がほぼ 7000 前後であること
を見いだした。そこで、市販純品の β グルコビオースおよび α グルコビオー
ス糖類、乳糖、主要なガラクトシルラクトース類をモデルとして用いて、各 2-










1. Table 14 PA 化グルコース 2 糖類のモル吸光係数（Ε）
1M 酢酸溶液の 8 種のモル吸光係数の平均値：6860 λ
max
 310 nm
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Fig.25 グルコビオース PA 誘導体の蛍光スペクトル 
A:ソホロース PA（β1-2） B:ラミナリビオース PA（β1-3） 
C:セロビオース PA（β1-4）D:ゲンチオビオース PA（β1-6） 
蛍光波長 400nm、スキャン速度 Medium、 
サンプリング間隔 1nm、バンド幅 励起 3nm、蛍光 3nm 
77
第Ⅳ章 ガラクトオリゴ糖およびオリゴ糖製品７種のヒト由来各種ビフィズス
























ヒト由来ビフィズス菌に関するプレバイオティクスの in vitro の研究では、















ゴ糖を Table 17 に記載した略語で示す。 
4.2.2 使用菌株 
本研究で使用したビフィズス菌株を Table 18 に示す。実験にはヤクルト本社
中央研究所に保存されている、標準株を含むヒトで高頻度に検出される 7 菌種
16 菌株を選択した 70,71）。 
4.2.3 培養条件 
各種オリゴ糖の利用性の解析には、以下の培養条件を使用した。培養は、糖質
を含まない、ILS 培地（Trypticase pepton 10g/L [Becton、Dickinson and 
Companyl] 、 yeast extract 5g/L 、 triptose 3g/L [Becton 、Dickinson and 
Companyl]、KH2PO4 3g/L、K2HPO4 3g/L、クエン酸二アンモニウム 2g/L、
MgSO4・7H2O 550mg/L、FeSO4・7H2O 34mg/L、MnSO4・7H2O 120 mg/L 、
Tween 80 1g/L、cysteine 塩酸塩 200mg/L）を調製し、滅菌水で希釈したオリ
ゴ糖を最終濃度が 2%になるように、嫌気条件下、無菌メンブランフィルターで
ろ過して添加した。また、生育が安定しなかった Bifidobacterium breve の培養
にのみ Tween 80 を添加し、操作は基本的に前報 59)と同様に行った。 
被験ビフィズス菌 16 菌株は、2%乳糖を糖源とする嫌気培養用 ILS 培地を使
用して前培養を行い、8 種の各市販オリゴ糖製品または Lac を含む培地 4mL に
1%植菌して、37℃で、3 点並列で培養した。 
各菌の生育は Klett 比色計（Bel-Art Products、Pequannock、NJ、USA）を
用いて、培養 0 時間、1 日（24 時間）、2 日（48 時間）および 7 日（168 時間）




の培養上清試料を解凍後、各 0.9mL を採取し、内部標準として 10 %グリセロー
ル 0.1mL を加えた後に、0.45 mm のメンブランフィルターでろ過して、サイズ
排除（SEC）クロマトグラフィーカラムを装着した高速液体クロマトグラフィー
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（HPLC）（Jasco HPLC system : PU-2085, CO-2060, Borwin-HSS、Column : 
Shodex KS-802 (8.0×300mm)、溶離液 : 精製水、Flow rate : 0.5mL/min、






ODS-HPLC（Column : Waters Symmetry 100 5C-18 (4.6×250mm)、溶離液 : 
5%アセトニトリルを含むホウ酸カリウム緩衝液pH8.9、Flow rate : 1.0mL/min、
Column Temp. : 30℃、Detector：UV 305nm）で解析した。 






性が良好であることから、分析には Asahipak NH2P-50 カラムを用いた順相




4.3 結 果 
被験ビフィズス菌 7 菌種 16 菌株による市販オリゴ糖 8 製品の利用性を、培養
日数ごとの klett 値の推移として Table 19 に示した。表中の klett 値は培養 0 時
間の値を差し引いて示した。Table 19 は、klett 値の大きさで色分けし、100 未




かにする目的で、培養 7 日目の上清中の糖質を HPLC で解析した。HPLC クロ
マトグラムの代表的な例を Fig. 26、Fig. 27 に示した。例では、培養初期の変化
を観察するために、培養後 4 時間の結果を示した。各 HPLC 条件の詳細は表の
注に示した。また、すべてのオリゴ糖製品の利用性試験について、7 日目の残存
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糖質の量を HPLC で解析した結果を、オリゴ糖ごとに Fig. 28～Fig. 35 に示し
た。図の積層棒グラフは、培地中の残存糖質を糖鎖長（単糖：DP1、2 糖：DP2、
3 糖：DP3）ごとの mM 値で表し、培養開始時と比較した。 
4.3.1 ラクトースの利用性 
Lac による培養では、B. bifidum YIT4007 および YIT4039 の 7 日後の klett
値が 200 台で低めであったが、他の 14 菌株は、300 以上の klett 値を与え、高
い増殖性を示した。 
上清中の残存糖質の解析結果を Fig. 28 に示した。いずれの菌株も 7 日後の培
養上清中に Lac が残存していた。B. adolescentis YIT 4045 の 7 日目の klett 値
は 355 であったが、Lac の残存率は最も高く約 52%であった。Fig. 28 中に棒グ
ラフが描かれていない B. breve YIT 4009、YIT 4015 は高い klett 値を与えた
が、7 日目の試料の分析に際して定量性に問題が生じたため、HPLC 結果は示さ
なかった。 
他の菌株に比べて klett 値の上昇が遅かった B. bifidum 4 菌株の Lac の残存
率は 12%から 32%であったが、16～19mM の Gal と 2～16mM の Glc が検出
された。その他の菌株では 3～17mM の Gal が検出され、Glc は検出されなか
った。 
4.3.2 ガラクトオリゴ糖の利用性 
ガラクトオリゴ糖（GOS：Oligomate 55N）は、いずれの菌株も Lac と同等
の klett 値の上昇を示した（Fig. 29）。B. bifidum YIT 4007、YIT 4039 は 7 日
目の klett 値が 300 未満で低めであったが、その他の菌は培養 48 時間では 300
以上の klett 値を与え、高い増殖性を示した（Table 19）。B. bifidum の 4 菌株
の GOS 成分の消長は類似しており、DP2 は消失し、DP3 は 67%から 93%残存
し、Glc と Gal が残存していた。B. adolescentis YIT 4011、YIT 4045 では DP2
がそれぞれ 17%、44%で、DP3 はそれぞれ 67%、80%の残存率であった。7 日
目の klett 値が 400 を超えたその他の菌株では、DP2 はほぼ消失し、DP3 の消
費が顕著で残存率は 13%から 40%であった。GOS では供試したすべての菌株に
おいて、Gal と Glc、またはその一方の残存が見られた。 
4.3.3 ラクトスクロースの利用性 
ラクトスクロース（LS：LS-90P）は 16 菌株すべてにおいて、培養 48 時間で
klett 値が 100 以上に達し、Lac と類似した klett 値の傾向を示した（Fig. 30）。
B. bifidum YIT 4007 は 48 時間で klett 値が 400 を超えたが、B. bifidum 
YIT4001、YIT4039、YIT4069 の 3 菌株は 7 日目の klett 値がそれぞれ 153、
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174、232 と低めであった。B. bifidum YIT4001、YIT4069 は DP3 の約 90%が
消失したが、相当する量の DP2 および、SEC-HPLC で分離しない Fru または
Gal が検出された。YIT4039 は DP2 が大きく減少し、DP3 の消費は見られなか
った。一方、7 日目の klett 値が 365 から 490 に達した他の 13 菌株は DP2、次




の割合が高く、少量の DP4 と約 6%の遊離 Glc を含んでいる。 
IMO の培養では B. bifidum の YIT 4001、YIT 4039、YIT 4069 の 3 菌株の
み、7 日後においても klett 値が 50 に達せず増殖が見られなかった（Fig.31）。
これらの菌株の培養上淸の糖質は Glc のみが消失し、DP2 以上のオリゴ糖の消
費はほとんど見られなかった。 
一方、他の 13 菌株は培養 2 日目でいずれも klett 値が 200 以上に達し、Glc
は残存せず、7 日目に klett 値が 300 を超えた 12 菌株では、DP3 の消費が顕著
で、DP2 は DP3 の残存量が少ない菌株ほど減少していた。 
4.3.5 ゲンチオオリゴ糖の利用性 
ゲンチオオリゴ糖(GEO: Gentose #45)は遊離の Glc を固形分の 50%含み、
DP2 のゲンチオビオース（Glcβ1-6Glc）が 29%、Glcβ1-6Glc 結合を主体とする
DP3 以上のオリゴ糖約 21%で構成されている。 
GEO の培養では培養 2 日目で 16 菌株すべての klett 値が 200 以上に達し、
高い増殖性を示した。B. breve YIT 4065 は 2 日目の klett 値が 330 で、7 日間
の培養で糖質が全て消費されていた（Fig. 32）。また、B. longum subsp. longum 
(B. longum）の 2 菌株は Glc が消失したが、それらを除く 13 菌株では Glc の残
存が見られ、DP2 は B. breve YIT 4065 を除くすべての菌株で残存していたが、




ニゲロオリゴ糖（NOS：Taste Oligo）は、Glc を固形分の 23%含み、DP2 の
ニゲロース（Glcα1-3Glc）を主な成分とし、α?グルコビオース 28%、DP3が 23%、
DP4 以上 26%で構成されている。 
NOSでは16菌株すべてでklett値の増加が見られたが、B. bifidum YIT 4001、
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YIT 4039、YIT 4069 は 24 時間以降の klett 値の上昇が少なく、7 日目の値は
それぞれ 187、178、226 で低い値であった。これらの 3 菌株は Glc はほぼ消失
したが、DP2、DP3 の量は培養前より増加しオリゴ糖の生成が見られた（Fig. 
33）。B. breve YIT4065 を除く 14 菌株では Glc が消失し、上述の B. bifidum 
YIT 4001、YIT 4039、YIT 4069 を除く菌株では DP2 が 40%から 67%に減少
したが、DP3 はほぼ消費せず残存していた。 
4.3.7 キシロオリゴ糖の利用性 
キシロオリゴ糖（XOS：Xylooligo 95P）では B. breve、B. bifidum、
Bifidobacterium longum subsp. infantis （B. infantis）  の 10 菌株で、7 日
後も klett 値の上昇がみられず生育しなかった（Fig. 34）。B. adolescentis、B. 
catenulatum、B. pseudocatenulatum の 6 菌株は、7 日後には klett 値が 220
～345 に上昇した。これらの 6 菌株では DP3 に次いで DP2 が消費され、オリ
ゴ糖製品中にはわずかな遊離のキシロース（Xyl）が顕著な量検出された。B. 
breve の 4 菌株は残存糖質のデータが得られなかったため、棒グラフは表示し
ていない。 
4.3.8 フラクトオリゴ糖および長鎖フラクトオリゴ糖の利用性 
フラクトオリゴ糖（FOS：Meioligo-P）は培養 7 日目で 16 菌株中 10 菌株の
klett 値が 200 以上に達したが、B. breve YIT 4065、YIT 4009、B. bifidum の
4 菌株の klett 値は 45～130 であった（Fig. 35）。アスタリスクを付けた試料で
は、少量の 3 糖のピークに培地成分が重なり、正確な定量ができなかった。ま
た、B. breve YIT 4065、YIT 4009 は残存糖質のデータが得られなかったため、
棒グラフは表示していない。 
比較的増殖のよかった B. breve YIT 4014、YIT 4015、B. infantis、B. 
adolescentis、B. longum、B. catenulatum、B. pseudocatenulatum の 10 菌株
は 7 日後の klett 値がいずれも 300 を超えた。これらの 10 菌株の培養上清中の
残存糖質は、DP3 がほぼ消失し、DP2 と Glc が減少していた。B. infantis、B. 
adolescentis、B. catenulatum、B. pseudocatenulatum の 6 菌株では顕著な量
の遊離 Fru が検出された。 
FOS（3～5 糖）よりも Fru の糖鎖長が長い長鎖フラクトオリゴ糖（Fib：フ
ィブロース F97）（糖鎖長 10～20 糖以上）は、FOS と類似した klett 値を与え
増殖が見られた（Table 20）。B. breve YIT 4065、YIT 4009 および B. bifidum 
の 4 菌株は、7 日後の klett 値が 19 から 63 で Fib ではで増殖が見られなかっ
た。なお、Fib については糖鎖長が DP10 以上と長く、同一条件の HPLC によ
る解析が困難なため、残存糖質の解析は行わなかった。 
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FOS および FOS の構成糖である Fru、Kes（GF2）、Nis（GF3）および Lac
の市販純品を炭素源として単独で含む ILS 培地を調製し、各菌の定常状態に達
した際の klett 値を測定した。また、培養上清中の残存糖質の変化をアミドカラ
ムによる順相系 HPLC で解析し、培養 0 時間の組成と各成分の変化を Table 21
に示した。 
FOS および Fib で増殖しないか、増殖の悪かった B. breve、B. bfidum、の 6
菌株は、いずれも構成単糖の Fru では klett 値が 291～410 で極めて良く生育し
たが、DP3 の Kes 試薬精製品および DP4 の Nis 試薬精製品では klett 値が 30
以下で生育しなかった。一方、FOS で生育の良かった他の 10 菌株はいずれも
Fru、Kes、Nis では klett 値が 300 を超え、良好な生育を示した。 
 Table 21 の青色のカラムは各糖質の増加を、黄色およびオレンジ色のカラム
はそれぞれ減少を示している。数値は変化した量を±mM 値で示した。また定常
期の klett 値が 200 以上のカラムをピンクで示した。 





ビフィズス菌の菌種は、乳児では B. breve、B. infantis、B. bifidum の順で


















 本研究では、乳糖および 8 種の市販オリゴ糖製品についてヒト常在ビフィズ
ス菌 7 菌種 16 菌株の in vitro での増殖性を比較検討した。乳児に高頻度で見い
だされる B. breve、B. longum, B. infantis、の 8 菌株は Lac、GOS、LS、NOS、
GEO、IMO で高い klett 値を示し、B. bifidum は IMO を除き中程度の増殖性
を示したが、B. breve、B. bifidum は FOS、Fib、XOS では増殖しない菌株が
存在した（Table 20）。一方、成人で検出率が高い B. adolescentis、B. longum、
B. catenulatum および B. pseudocatenulatum はすべてのオリゴ糖で高い klett
値を与えた。7 日目の klett 値が 350 を超えるような高い増殖性を示した菌株に
おいては、NOS を除き、DP3 以上の糖鎖が優先して消費される傾向が見られた。 
また、B. breve、B. bifidum の 6 菌株がプレバイオティクスとして多くの研
究がある FOS や Fib で増殖しない結果が得られたことから、これらの菌につい
て FOS を構成する Fru、Kes（GF3）、Nis（GF4）の試薬純品で増殖性を確認
した。その結果、単糖の Fru では増殖したが、Kes や Nis で増殖は見られなか
った。 
近年、ヨーロッパの育児用粉乳のメーカーが中心となり、GOS と FOS を 9：
1 で混合して使用することで、人工栄養児の腸内菌叢を母乳栄養児に近づける効
果が期待できるとする報告をしている 68,83)。一方で、FOS や Fib のビフィズス
菌での利用性は限定的であり、大腸内の共生細菌のフラクトフラノシダーゼに
より分解生成した Fru が利用されるとする報告もある 67)。育児用調製粉乳への










にそれを利用する。LS や GOS においても Fru や Gal が切断されると同様に
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対応する mol 数の乳糖が生成する。 
最近、外谷ら、重久らはヒトビフィズス菌に、ミルクオリゴ糖の成分でもある
GOS の DP3 を直接取り込み利用するシステムが存在することを明らかにし報






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































0 10 20 30
Fig.26 GOS添加培地で培養した B. breve 株による培養上清中の糖質
の SEC-HPLCクロマトグラム 
（A：培養 0時間 B:培養 4時間後） 
89
0 10 20 30 40 50 60
Fig.27  GOS 添加培地で培養した B. breve 株による培養上清中の 
糖質の変化。ABEE 誘導体の ODS-HPLC クロマトグラム 
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1. 複雑な異性体の混合物である GOS の化学的解析に当たり、オリゴ糖の還元




   PA 誘導体の HPLC の技術を応用して、各種乳糖分解酵素による GOS 生




PA 化糖の HPLC による高い分離能を応用して、GOS の開発過程で遭遇し
たアレルギーの原因物質を特定し、それらを生成しない新たな GOS を開発
した。 




光強度では最大で 2 倍程度の増加が観察された。一方、UV は 2-置換体で




を得ている市販オリゴ糖 8 種による、ヒト常在ビフィズス菌 7 菌種 16 菌株
の増殖性と、増殖によるオリゴ糖成分の消長を観察した。また一部の菌株で
増殖が見られなかった FOS については、構成成分の Kes、Nis 純品を用い
て同様の増殖性試験とオリゴ糖の消長を追跡した。 
 LS、GOS は被験ビフィズス菌のすべてで乳糖と同様の高い増殖性を示し
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